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(57) Abstract 

O 

Novel amidinium derivatives of formula (I), wherein II 
Rl is a cholesterol derivative or an alky lam ino-NR'R" R2 

grouping, and each of R2 and R3 is independently a \f — Rl 0) 



hydrogen atom or a grouping of formula (II), wherein each 
of R4 and R5 is independently a hydrogen atom or a R3 
grouping of formula (III), are disclosed. The corresponding 
pharmaceutical compositions, which are particularly useful 

in gene therapy for transferring therapeutic genes into cells, . , — - ^ T , _ 

are also disclosed. "~ I \ N J m R5 

(57) Abregl 4 

La presents invention se rapporte a de nouveaux 
de'rivds d'arnidinium de formule (I) dans laquelle: Rl 
repre*sente un derive* du cholesterol ou un groupement alkyle 
amino-NR'R'\ R2 et R3 representent inde*pendamment 
Tun de P autre un atome d'hydrogene ou un groupement 
de formule (II) dans laquelle R4 et R5 representent 
independamment Tun de 1 'autre un atome d'hydrogene 
ou un groupement de formule (III). La presente invention 

concemc en outre des compositions pharmaceutiques correspondantes utiles notamment en thdrapie gdnique pour le transfert de genes 
th6rapeutiques dans des cellules. 
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COMPOSES APPARENTES A LA FAMILLE DES AMIDINIUMS, 
COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES LES CONTENANT ET LEURS 

APPLICATIONS 



La presente invention concerne de nouveaux composes apparentes a la famille 
5 des amidiniurns dont en particulier les guanidiniums, des compositions 
pharmaceutiques les contenant et leurs applications. 

Plus precisement, la presente invention se rapporte a des composes de formule 
generale I et leurs sels 

O 



- Rl represente un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino - 
NR'R" avec R' et R" representant independamment Tun de l'autre un radical 
aliphatique, sature ou non, lineaire ou ramifie enC^a C22 

R2 et R3 representent independamment Tun de Tautre un atome d'hydrogene ou 
15 un groupement de formule generale II avec au moins l'un d'entre eux different d'un 
atome d'hydrogene, 



ll 




dans laquelle: 



lU 



II 



dans laquelle: 



- n et m representent independamment l'un de l'autre et de maniere distincte 
20 entre les groupements R2 et R3 un entier compris entre 0 et 4, 
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- R4 et R5 representent independamment Tun de l'autre un atome d'hydrogene 
ou un groupement de formule III 



(CH 2 )p (X)r f CH2 >— C\ 



NH2 



NH2 



III 

5 dans laquelle 

p et q representent, independamment l'un de l'autre, un entier compris entre 0 
et 4 et r est egal a 0 ou 1 , avec pour r egal a 1 

X representant un groupement NH et x etant alors egal a 1 ou 

X representant un atome d'azote et x etant alors egal a 2 et 

10 avec p, q et r pouvant varier independamment entre les groupements R4 et R5. 

A titre de sous-farnille preferee, on citera plus particulierement dans le cadre de 
la presente invention les composes de formule generate I dans laquelle R2 ou R3 
representent, independamment Tun de l'autre, un atome d'hydrogene ou un groupement 
de formule IV 



15 



R4 



NH2 



NH2 



IV 



dans laquelle 

n, m et p sont definis comme precedemment et R4 represente un atome 
d'hydrogene ou un groupement de formule V 
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^NH3 

(CH2) — (NH)~C^ 

q r ^ NH2 



avec q et r definis com me precedemment, 

et avec m, n, p, q et r pouvant varier de maniere independante entre les 
5 differents groupements R2 et R3. 

Ces nouveaux produits de formule generate (I) peuvent se presenter sous 
forme de sels non toxiques et pharmaceutiquement acceptables. Ces seis non toxiques 
comprennent les sels avec les acides mineraux (acides chlorhydrique, sulfurique, 
bromhydrique, phosphorique, nitrique) ou avec les acides organiques (acides 
10 acetique, propionique, succinique, maleique, hydroxymaleique, benzoi'que, 
furnarique, methanesulfonique ou oxalique) ou avec les bases minerales (soude, 
potasse, lithine, chaux) ou organiques (amines tertiaires comme la triethylamine, la 
piperidine, la benzylamine). 

A titre representatif des composes selon l'invention on peut plus 
15 particulierement citer les composes de sous-formules generates suivantes: 

<H 2 N) 2 + C- NH - (CH 2 ) 2 -NH -COO- Rl VI 

[(H 2 N> 2 + C- NH - (CH 2 ) 3 ] [(H 2 N) 2 C + - NH - (CH 2 ) 4 ] -N-COO - Rl VII 

l(H 2 N) 2 * C- NH - (CH 2 ) 2 ] 2 - N-( CH 2 ) 2 -NH -COO- Rl VIII 

[(H 2 N) 2 + C- (CH 2 ) 2 ] 2 N - COO - Rl IX 

20 [ [(H 2 N) 2 * C- (CH 2 ) 2 ] 2 - N-( CH 2 ) 2 ] 2 N - COO - Rl X 

dans lesquelles Rl possede la definition precedente. 
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A titre representatif des guanidiniums et amidiniums revendiques, on peut plus 
particulierement citer les composes des sous formules precedentes VII .VIII et IX 
avec Rl y representant un groupement cholesteryle. Les trois composes seront 
respectivement identifies ci-apres sous la designation BGSC ( Bis Guanidino 
5 Spermidine Cholesterol ) et BGTC ( Bis Guanidino Tren Cholesterol) et BADC (bis 
chlorhydrate de Bis Amidinium Diethylenetriamine Cholesterol ), 

Les composes revendiques sont tout particulierement interessants sur le plan 
therapeutique pour leurs caracteres non toxiques et leur proprietes amphiphiles. 
Compte -tenu de ces qualites, il peuvent notamment etre utilises pour la complexation 
10 d'acides nucleiques dans la perspective dune transfection cellulaire de ceux-ci. Ces 
composes peuvent done etre avantageusement employes en therapie genique. 

Les composes VII (BGSC) et VIII (BGTC) sont tout particulierement 
avantageux pour le transfer! de gene in vivo. Ces deux composes se complexent avec 
l'ADN et le protegent contre la degradation due aux variations de pH lors du transport 
15 vers la cellule a traiter. 

L'invention concerne done une composition pharmaceutique qui comprend au 
moins un compose selon I'invention. Dans un mode de realisation prefere de I'invention 
le compose est le Bis Guanidino Spermidine Cholesterol (BGSC) et dans un autre 
mode prefere le compose est le Bis Guanidino Tren Cholesterol (BGTC). 

20 La therapie genique a pour principal objectif de corriger des maladies 

genetiques associees a un defaut ^expression et/ou une expression anormale, e'est a 
dire deficiente ou excessive, d'un ou plusieurs acides nucleiques. On tente de suppleer 
a ce type d'anomalies genetiques par le biais de Texpression cellulaire in vivo ou in 
vitro de genes clones. 

25 Aujourd'hui, plusieurs methodes sont proposees pour la delivrance 

intracellulaire de ce type d'information genetique. L'une des technologies actuellement 
mises en oeuvre, repose precisement sur l'emploi de vecteurs chimiques ou 
biochimiques. Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions principales, compacter 
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T ADN a transfecter et promouvoir sa fixation cellulaire ainsi que son passage a travers 
la membrane plasmique et, le cas echeant, a travers les deux membranes nucleaires. 
Des lipides cationiques charges positivement comme le chlorure de N-[l-(2,3- 
dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium (DOTMA) ont ainsi ete proposes. 
5 Avantageusement, ils interagissent, sous la forme de liposomes ou de petites 
vesicules, spontanement avec de l'ADN, qui est lui charge negativement, pour former 
des complexes iipides-ADN, capables de fusionner avec les membranes cellulaires, et 
permettent ainsi la delivrance intracellulaire de TADN. Toutefois, dans le cas 
particulier du DOTMA, sa bonne efficacite au niveau de la transfection demeure 
10 rnalheureusement associee a un defaut de biodegradabilite et un caractere toxique a 
regard des cellules. 

Depuis le DOTMA, d'autres lipides cationiques ont ete developpes sur ce 
modele de structure : groupe lipophile associe a un groupement amino via un bras dit 
"spacer". Parmi ceux-ci f on peut plus particulierement citer ceux comprenant a litre de 
15 groupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportant, en 
outre, le cas echeant, a titre de groupement amino, un groupement d'ammonium 
quatemaire. Les DOTAP, DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre cites a titre 
representatif s de cette categorie de lipides cationiques. 

De part leur structure chimique et leur caractere biodegradable, les composes 
20 revendiques repondent precisement aux exigences requises pour un vecteur de 
transfection d'acides nucleiques. 

La presente invention vise done egalement toute application de ces nouveaux 
composes dans la transfection in vitro, ex vivo et/ou in vivo de cellules et notamment 
pour la vectorisation d'acides nucleiques. Elle se rapporte en particulier a toute 
25 composition pharmaceutique comprenant, outre au moins un compose selon 
l'invention, un acide nucleique. 

Dans les compositions de la presente invention, Tacide nucleique associe a au 
moins un compose revendique peut etre aussi bien un acide desoxyribonucleique qu'un 
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acide ribonudeique. II peut s'agir de sequences oligonucleotidiques ou 
polynucleotidiques d'origine naturelle ou artificielle. et notamment d'ADN genomique 
d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences 
synthetiques ou serni-synthetiques. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine 
5 humaine, animate, vegetale, bacterienne. virale, etc. Us component de preference un 
gene therapeutique. 

Un autre objet de Invention porte done sur une composition pharmaceutique 
contenant en outre un acide nucleique. Preferentiellement cet acide nucleique est soit 
un acide desoxyribonucleique soit un acide ribonudeique. Dans un mode prefere de 
10 realisation de Invention l'acide nucleique comporte un gene therapeutique. 

Au sens de 1'invention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre une proteine. un peptide, etc. Ce produit proteique peut 
etre homologue vis-a-vis de la cellule cible (e'est-a-dire un produit qui est 
15 normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune 
pathologie). Dans ce cas, I'expression d'une proteine permet par exemple de pallier une 
expression insuffisante dans la cellule ou Texpression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
20 cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee. etc. Le produit proteique 
peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas. une proteine 
exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente dans la 
cellule, lui permettant de lutter centre une pathologie, ou stimuler une reponse 
immunitaire. 
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Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines. interferons. TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de syn these, les 
5 facteurs trophiques : BDNF, CNTF. NGF. IGF, GMF, aFGF. bFGF, NT 3, NT 5, 
HARP/pleiotrophine, etc la dystrophine ou une nriinidystrophine (FR 9111947), la 
proteine CFTR associee a la mucoviscidose. les genes suppresseurs de tumeurs : p53, 
Rb. RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation : Facteurs VII. VIII. IX, les genes intervene dans la 
10 reparation de l'ADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les 
genes de l'hemoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les genes correspondant 
aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides, de type apolipoproteine 
choisie parmi les apolipoproteines A-I, A-II, A-IV, B. C-I, C-II. C-III, D. E, F, G, H, 
J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoprotein lipase, la 
15 lipase hepatique. la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 
proteine de transfert des phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un recepteur choisi par exemple parmi les recepteurs LDL. recepteurs des 
20 chylomicrons-remnants et les recepteurs scavenger.etc. 

L'acide nucleique therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence 
antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de controler l'expression de 
genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
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exemple. e,re .ranscri.es dans , a ^ cMe e „ ARN 

^ 61 *«~ ^ '«* «*«*» - P--e. selon la fcchnique decri.e ^ 

<* breve, EP ,40 308. Us genes « raf *„ tiques comprenen, ega,eme„, les 

codan, pour des ribozymes. qui son, capabte de detruire selectmen, de s ARN 

5 cibles (EP321 201). 

Comme indique plus ham, I'acide nucleique peu, egalemen, compomr un ou 
p.usieurs genes codam pour un peplde amigenique. capable de generer ohez n,omme 
ou 1'animal u„e reponse immuni.aire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
1'taven.ion perme, done la reason soi, de vaccins soi , de 
10 ■mmunomeraperrfques appliques a 1'homme ou i ranimal. nolammen, comre des 
microorga^smes. des virus ou des cancers. 1, peu, s'agir no,ammen, de peptides 
amigeniques specifies du virus d'EpsKin Barr. du virus HIV. du virus de 1'hepau* B 
(EP 185 573). du virus de ,a pseudo-rage. du "syncitia forming virus. d'amres virus ou 
encore specif iques de tumeurs (EP 259 212). 

15 Preferemiellemem, I'acide nucleique comprend egalemen, des sequences 

permenam Impression du gene ,herape„,iq U e etfou du gene codan, pour !e pep,ide 
amigenique dans la cellule ou I'organe desire. II peu, s'agir des sequences qui son, 
narureHemen, respites de .'expression du gene consider* lorsque ces sequences 
son, susceptibles de foncuonner dans la cellule infect. ,1 peu, egalemen, s'agir de 

20 sequences d'origine different (responsables de repression d'auttes prolines, ou 
meme synmeuques). NoUmmen, a peu, s'agir de sequences promotes de genes 
eucaryo.es ou viraux. Par exemple. a peu, s'ag* de sequences promotes issues du 
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genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme. U peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation. de 
5 regulation, etc. II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressible. 

Par aiUeurs. l'acide nucleique peut egalement comporter. en particulier en 
amont du gene therapeutique. une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique. mais il peut egalement s'agir 
10 de toute autre sequence signal fonctionnelle. ou d'une sequence signal artificielle. 
L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule. 

Les lipides cationiques decrits dans la presente invention, et. en particulier, le 
BGTC et le BGSC, sont capables de se complexer avec l'ADN, et representent une 

15 alternative avantageuse aux vecteurs viraux pour le transfert d'acides nucleiques 
d'interet therapeutique, in vitro, ex vivo ou in vivo. Du fait des proprietes chimiques 
des groupes guanidinium, et en particulier de leur pKa eleve, ces Upides cationiques 
sont capables de proteger les molecules d'ADN contre les degradations dues aux 
variations de pH. Les resultats presentes dans les exemples montrent que ces 

20 composes permettent la transfection de nombreux types ceUulaires, avec une grande 
efficacite. L'efficacite de la transfection depend en particulier du rapport lipide 
cationique / ADN dans les complexes formes. Un rapport entre les deux composes 
particulierement favorable pour la transfection consiste a avoir 6 a 8 groupes 
guanidinium pour un groupe phosphate sur l'ADN. 
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L'efficacite de transfection des complexes lipide cationique /DNA peut en outre 
etre amelioree par addition de lipide neutre, et formation de liposomes cationiques. 
Ces liposomes sont formes par un complexe entre le lipide cationique et le lipide 
neutre. Celui-ci peut etre choisi parmi : 

5 - la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 

- l'oleoyl-palmitoylphosphatidylethanolamine (POPE), 

- le di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl phosphatidylethanolamine 

- leurs derives N-methyles 1 a 3 fois; 

- les phosphatidylglycerols, 
10 - les diacylglycerols, 

- les glycosyldiacylglycerols, 

- les cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), 

- les sphingolipides (tels que notamment les sphingomyelins) 

- et les asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et GM2). 

15 On utilise preferentiellement la DOPE. 

Preferentiellement, le compose de 1'invention et le lipide neutre sont presents 
dans un rapport compris entre 1 et 5, plus preferentiellement 2 et 4. En outre le 
rapport lipide total (compose de 1'invention plus lipide neutre) sur DNA est 
avantageusement choisi de sorte que le rapport net de charges positives soit compris 
20 entre 2 et 5. Parti culierement avantageusement, le rapport est de 3 environ. 

L'invention concerne done egalement toute composition pharrnaceutique 
comprenant un compose selon Tinvention, un lipide neutre et un acide nucleique. 
Preferentiellement le compose selon Tinvention est choisi parmi le BGTC et le BGSC. 
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Tout aussi preferentiellement le lipide neutre est la DOPE. L'acide nucleique est soit 
un acide desoxyribonucleique soit un acide ribonucleique. Preferentiellement l'acide 
nucleique comporte un gene therapeutique. 

Outre cette application des derives d'amidinium revendiques, il est egalement 
possible d'envisager leur valorisation dans les applications suivantes: interference au 
niveau d' interactions entre acides nucleiques et proteines resultant dans une inhibition 
ou stimulation de certains processus par exemple de regulation d'expression genetique 
ou d'activite enzymatique ( polymerase, transcriptase, etc....). complexation selective 
d'especes anioniques pour leur extraction, leur elimination ou leur detection a Faide de 
sondes/electrodes a membrane par exemple, utilisation comme reactif de laboratoire 
pour effectuer des operations de transfection in vitro, etc. 

En consequence, la presente invention a egalement pour objet toute application 
therapeutique des derives d'amidinium tels que decrits precedemment, soit 
directement, soit au sein de compositions pharmaceutiques. 

De preference, les compositions pharmaceutiques de Tinvention contiennent 
egalement un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable, notamment pour une injection directe au niveau de l'organe desire, ou pour 
une administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en 
paniculier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 
lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. 

La presente invention sera plus completement decrite a 1'aide des exemples et 
figures qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

FIGURES 

Figure 1 : Representation schematique des protocoles operatoires de 
preparation du BGSC et BGTC. 
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Figure 2 : Representation schematique des protocols operatoires de 
preparation du BADC. 

Figure 3 : Mesure de l'efficacite de transfection en fonction du rapport compose 
lipidique/ADN. 

5 Figure 4 : Mesure de l'efficacite de transfection en fonction du rapport lipides 

totaux / ADN. 

Figure 5 : Mesure de l'effet serum sur l'efficacite de transfection de cellules 
HepG2 (5A). HeLa (5B), NIH 3T3 (5C) et 293 (5D). Barres grises : Presence de 
serum; Barres vides : transfections en absence de serum pendant 2h. 

10 Figure 6 : Photographies de cryosections de trachees murines montrant 

l'expression de gene reporter dans l'epithelium de l'appareil respiratoire apres 
transfection in vivo avec des liposomes BGTC/DOPE. (6A) et (6B) : Detection de 
l'expression de la beta-galactosidase dans des cellules transferees, localisees a la 
surface de l'epithelium (6A) et dans les glandes sous mucosales (6B); (6C) : Detection 
des cellules exprimant la beta-galactosidase dans les glandes sous-mucosales par 
marquage a l'immunoperoxidase en utilisant un anticorps monoclonal anti-beta- 
galactosidase; (6D) : detection des cellules exprimant la luciferase dans les glandes 
sous-mucosales par marquage a l'immunoperoxidase en utilisant un anticorps polyclonal 
anti-luciferase; (6E) : coloration a l'immunoperoxidase: controle negatif effectue en 
20 absence d'anticorps. 

Figure 7 : Mesure de l'efficacite de transfert de genes in vivo par injection 
intraveineuse d'un complexe ADN/BGTC-liposome. 

Figure 8 : Mesure de l'efficacite de transfert de genes in vivo par injection 
intraperitoneale d'un complexe ADN/BGTC-liposome. 

25 A- PREPARATION PR H RRIVES SRI ON L' INVENTION 

MATERIEL ET METHODES 



15 
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1 . Mesures physiques 

Les spectres de resonance magnetique nucleaire du proton ( RMN 1H ) ont ete 
enregistres sur un spectrometre Bruker AC200. Les deplacements chimiques sont 
exprimes en ppm par rapport au TMS. 

5 2. Chromatographies stir silice 

.Les chromatographie s sur couche mince (CCM) ont ete effectuees sur des 
plaques de gel de silice Merck de 0,2 mm d'epaisseur 

.Les chromatograph ies sur colonne ont ete effectuees sur gel de silice 60 
Merck de granulomere 0,040-0,063mm. 

10 EXEMPLE 1: 

PREPARATION DU GUANIDINO SPERMIDINE CHOLESTEROL 

BQ$C 

-1; Preparation du Di-Boc carbamate (1) 

On ajoute une solution de chloroformate de cholesteryle(0,9g, 2mmol) et de 
15 Et 3 N (0,214g, 2mmol) dans CH 2 C1 2 (40ml) a une solution de , N, 8 N-Boc 2 -spermidine 
(0,690g, 2mmol) dans CH 2 C1 2 (20ml). Apres reflux pendant 5 heures, le melange est 
lave a l'eau (2x50ml), seche sur Na 2 SO d et le solvant est evapore, Le produit brut est 
purifie par chromatographic sur un gel de silice utilisant CH 2 Cl2/MeOH 95/5 comme 
eluant pour donner du pur carbamate ( 1 , 3g f 86%) . 

20 'H NMR. ftfCDCl,, 200 Mh7) ; 0,5-2,5(m, structure de cholesteryl. Boc signal 

et groupes centraux CH2 depuis le spermidine), 3,l-3,3(m, 8H, N-CH 2 ), 
4 f 50(m ( lH,H3a), S^ytd.lH.He). 

- 2. Preparation de l aminocarbamate(2) 
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On dissout le compose (1) (l,3g) dans 20ml de CH 2 C1 2 et Ton ajoute a cette 
solution refroidie (lit de glace) 2ml de CF 3 C0 2 H fraichement distille pour liberer les 
groupes protecteurs BOC. Apres agitation a temperature ambiante pendant 3 heures, 
on ajoute 50ml de 'N NaOH et le melange est extrait avec CH 2 C1 2 Les couches 
5 organiques sont lavees a 1'eau, sechees sur Na£0 4 et evaporees pour obtenir 
raminocarbamate (2) brut <0,945g, 98%). 

'H NMR. ft(CPCh, 2QQ Mh y ) ; 0,5-2,5(m, structure de cholesteryl et groupes 
centraux depuis le spermidine), 2,7(m, 4H, CH 2 -N-C0-), 3.25 (large m.4H,N-CH 2 ), 
4,49<m,lH.H3j, 5,35(d.lH,H 6 ). 

10 3.- Synthese du BGSC. 

On dissout le carbamate (2) brut (0,94g) dans 30ml de THF/MeOH 85/15. Puis 
on ajoute du lH-pyrazolecarboxamidine (0,495g, 3,4mmol) et du 
diisopropylethylamine (0,436, 3,4mmol) dans 30ml de THF/MeOH 85/15. Apres 
agitation a temperature ambiante pendant 18 heures on ajoute lentement 250 ml de 
15 diethylether et on separe le precipite obtenu par decantation. Le compose brut est mis 
en suspension trois fois dans du diethylether et separe par decantation pour donner du 
GSC pur (0,570g, 47%). 

1H NMR o(DMSO d6) 200 MH 7 ; 0.5-2,5 (m. structure du cholesteryl et CH : 
central), 3.1(m, 8H, N-CH 2 ), 4,3(m,lH,H3a). 5,3(d.lH,H 6 ) ; 7,2 (large s, 8H ( NH 2+ ), 
20 7,8(s,2H,NH), Anal. Calc. pour CpH^O^HCl.C^.lS ; H.9,67 ; N.13,71. 

Resultat d'analvse ^vn^^- C.62,28 ; H.9,81 ; N.13,15. 

EXEMPLE 2: 

PREPARAT ION DU G1IANID1NO TREN CHOLESTEROL. BfiT<p 
l.preparation de 1'Aminocarbamate (5) 
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On ajoute lentement une solution de chloroforrnate de cholesteryle (l,8g, 
4rnmol) dans 100 ml de CH 2 C1 2 a une saturation de tris(2-aminoethyl)amine(TREN) 
(11,68 g, 80 mmol) dans 400 ml de CH 2 Cl 2 . Apres agitation a temperature ambiante 
pendant deux heures, on libere Tannine inerte par lavage a l'eau (3x100ml) et apres 
5 sechage sur Na 2 S0 4 on evapore le solvant. On isole (5) sous forme de trihydrochloride 
de la maniere suivante : on dissout le produit brut dans 10ml de MeOH et Ton ajoute 
goutte a goutte une solution saturee de HC1 methanolique (5ml) ; le precipite obtenu 
est separe par decantation et, pour obtenir un compose pur, est mis en suspension trois 
fois dans MeOH et separe par decantation. Apres sechage sous vide le trihydrochloride 
10 (6) pur est obtenu (1 ,71g, 64%). 

1H NMR &(CDCU + eCD 3 QD. 200MHz). 0,5-2,4(m, structure de cholesteryl), 
2,5(m,2H,CH 2 NHCO), 2,8(large s,4H,+HN-CH 2 ), 3,06(large s,4H,CH 2 NH 3 +), 
3,20(m,2H, + HN-CH 2 ), 4 f 4(m,lH.H3j. 5,3<d f lH,H«), Anal. Calc. pour 
C W H^N 4 0 2 ,3HC1 ;C,61,10 ; H.9,80 ; N.8.38. Resultat : C,61,25 ; H,9,96 ; N t 8,22. 

15 2- Preparation du B.GTC 

On ajoute lentement une solution de chloroforrnate de cholesteryle (2,24g, 
5mmol) dans 100ml de CH 2 C1 2 a une large saturation de tris(2- 
aminoethyl)amine(TREN)(29,2g, 200mmol) dans 250ml de CH 2 C1 2 . Apres agitation a 
temperature ambiante pendant 2 heures, on libere Tamine inerte par lavage a Teau 

20 (3x100ml) et apres sechage sur Na2S0 4 , le solvant est evapore. Le produit brut (3,2g) 
est dissous dans THF/MeOH 50/50 (20ml) ; puis Ton ajoute au melange du 1H- 
pyrazole-l -carboximidine (l,465g,10mmol) et du diisopropylamine (l t 3g, lOmmoi). 
Apres agitation a temperature ambiante pendant 18 heures, on ajoute du diethylether 
et le precipite obtenu est separe par decantation. Afin d 'obtenir un echantillon pur, le 

25 compose brut est mis en suspension trois fois dans du diethylether et separe par 
decantation (2,15g), 60% apres sechage sous vide. 

1H NMR (DMSOd6. 200MHz) ; 0,5-2(m. structure du cholesteryl), 
2,2(m,2H,N-CH 2 ), 2,6<large s,4H,N-CH 2 ), 3.0(d,2H,N-CH 2 ), 3,2(large s,4H), 
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4.3(m,lH 1 H 3a ), 5,3(d.lH,H 6 ), 7,3(large s,8H,NH 2 +), (7,8<large s,2H,NH). Anal. Calc. 
pour CaH^O^HCl ; C.60,39 ; H.9,57 ; N.15.65. Resultat : C.60,38 ; H.9.67 ; 
N.15,56. 

EXEMPLI? } • 

PREPARATION DU RIS-P HLORHYDR ATE DE BIS AMiniNriiTM 
BACD. 

1. Preparation du dinitrile 

On ajoute une solution de chloroformate de cholesteryle (8,97g; 20mmol.) 
dans du CH 2 C1 2 (100ml) goutte a goutte a une solution d'iminopropionitrile (2,46g, 
20mmol.) et Et 3 N ( 2.02 g, 20 mmol dans du CH 2 C1 2 (100ml). Apres agitation a la 
temperature ambiame, pendant 6 heures, on lave a l'eau (2x 100ml) et seche sur 
Na 2 S0 4 . Le solvant est evapore et le produit brut (10,5g) est recristallise dans le 
methanol. <8,59g; 80%). 

1HNMR 6(Cr>C-l,, 2Q0MHz). 0.5-2.5(m, structure de cholesteryl), 2,7 (m, 4H: 
15 -CH 2 CN), 3,62 (m. 4H, -CH2-N-), 4,50 (m.lH.H^), 5,39(d,lH.H 6 ). 

2. Preparation du dithioamide 

Dans une solution du dinitrile. prepare comme decrit precedemment, ( 0,324g, 
6mmol.) et de diethylamine ( 0.884g; 12mmol) dans du DMF (30ml), maintenue a 
50°C, on fait barboter pendant 2 heures un leger courant de H 2 S. On verse la solution 
20 bleue sur de la glace et on separe le precipite ainsi obtenu par filtration. On dissout ce 
produit brut dans du CH 2 C1 2 et lave a I'eau (2x50ml). Apres sechage sur Na 2 S0 4 , le 
solvant est evapore et le produit obtenu recristallise deux fois dans du methanol 
(1.86g; 51,5%). 

W NMR(DMSQd6, 2Q0MH 7 ) ; 0.5-2,5(m. structure du cholesteryl), 
25 2.67(t ( 4H,N-CH 2 ), 3,50(t,4H,S=C-CH 2 ), 4,3(m I lH,H 3a ),5.33(d.lH,H 6 ). 
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3. Preparation du bLs-iodure de dithioamidate 

A une solution de dithioamide <0,603g; lmmol) dans de l'acetone (20ml), on 
ajoute de l'iodure de methyle (2ml) et on laisse reposer a la temperature ambiante 
pendant 48 heures. On filtre le precipite obtenu (0,741g; 83,5%). Ce produit est utilise 
5 directement sans purification annexe. 

4. Preparation du bis chJorhydrate de bis amidinium BADC. 

Dans une suspension au reflux du bis-iodure (0,741g; 0,83mmol.), tel 
qu'obtenu precedemment, dans de l'isopropanol (10ml) on fait barbotter un courant de 
NH 3 pendant 2 heures puis on continue de chauffer au reflux 4 heures supplementaires. 

10 On evapore l'isopropanol et le residus est repris dans du methanol (10ml). Apres 
passage de cette solution sur une resine echangeuse d'ions basique, on fait passer un 
courant d'acide chloriiydrique dans l'eluant et on evapore a sec. Le bis chJorhydrate 
ainsi obtenu, est dissous dans le minimum d'ethanol ( environ 5ml). On filtre un leger 
insoluble et on rajoute au filtrat un large exces d'ether diethylique. On obtient une 

15 poudre que Ton filtre et Ton seche (320mg; 60%). Une recristallisation dans 
l'isopropanol permet d'isoler le produit attendu, sous une forme analytiquemem pure. 

1H NMR(DMSOd6. 200MH 7 ^ ; 0,5-2,6(m, structure du cholesteryl et-CH 2 - 
amidinium), 3,57 (s, large 4H, N-CH^) 4.3(m > lH,H 3a ),5,3(d,lH,H 6 ), 8,64 (s, large; 
2H; NH 2 ), 9,07 (s; large; 1H; NH), 9,18 (s; large; 2H). 

20 Anal. Cal. Pour 034^^02. 2HC1: C, 65.25. H, 9,32; N. 8.94. Resultat C, 

65,40. H. 9,87; N. 9.55. 

B: UTILISATION DE DERIVES SELON L INVENTION POUR T F 
TRANSFERT DF P ENES IN VITRO ET IN VIVO 

MATERIELS ET METHODES 

- 5 Les essais de transfection qui suivent sont effectues avec du BGSC et du 

BGTC prepares selon les protocoles decrits dans les exemples 1 et 2. 
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2 - Preparation H? g liposome s 

Un melange de lipide cationique et de DOPE (dans un rapport molaire de 3/2) 
dans du chloroforme (CHCI 3 ) est evapore sous vide et remis en suspension dans une 
solution de tampon HEPES 20 mM a PH 7,4, sous une atmosphere N2. 

5 La concentration finale en lipide est de 1 ,2 mg/ml. 

Le melange est vortexe pendant 5 mn, puis « sonique » pendant 5 mn avec un 
sonificateur (Branson Ultrasonic 2210), enfin stocke a + 4<»C pendant 24 h pour 
hydratation. 

La dispersion resultante est « soniquee » de nouveau (Sonifier Branson 450) 
10 pendant 5 a 10 mm pour former des liposomes. 

Apres centrifugation. la solution est filtree sur un filtre de diametre de pore 
0.22^i (Millex GS, Millepore) et stockee a + 4°C. 

La taille des liposomes contenant BGSC ou BGTC a ete etudiee a 1'aide dun 
appareil a diffraction laser (Autosizer 4700, Malvern Instruments). Cette etude montre 
15 un pic unique correspondant a un diametre moyen de 50nm en analyse multimodale 
par nombres. 

3 - Cultures cellulaires 

L'origine (espece et tissus) de la plupart des lignees cellulaires utiUsees pour les 
experiences de transection est donnee dans le tableau I. 



20 



Us cellules de la lignee cellulaire HeLa (P Briand, ICGM Paris) sont derivees 
d'un carcinome humain d'origine epitheliale cervicale. 

Les cellules NIH 3T3 (C Lagrou, Institut Pasteur, Lille) sont des fibroblastes 

de souris. 
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La lignee celluJaire NB2A (C Gouget, Paris) est derivee d'un neuroblastome 
de souris. 

Toutes les cellules a Texception des cellules AtT-20 et PC12, ont ete cultivees 
dans du milieu Dulbecco modifie (DMEM, GIBCO) complement^ avec 10 % de serum 
5 de veau fetal (FCS; GIBCO), de la penicilline a 100 unites/ml (GIBCO) et de la 
streptomycine (GIBCO) a 100(^g/ml. 

Les cellules AtT-20 ont ete cultivees dans du DMEM/F12 (GIBCO) 
complernente avec 10 % de serum de veau fetal. 

Les cellules PCI 2 ont ete cultivees dans du DMEM complernente avec 10 % 
10 FCS et 5 % de serum de cheval. 

Toutes les cellules ont ete maintenues en culture dans des boites plastiques 
(Falcon) sous atmosphere humide a 5 % de C02. 

4 - PI asm ides 

Les plasmides pRSV-Luc (O. BENSAUDE, ENS, Paris), et pRSV-nlsLacZ 
15 ont ete amplifies dans E. Coli et prepares par purification sur gradient CsCl par des 
techniques standard. Dans le plasmide pRSV-nlsLacZ, et le plasmide pRSV-Luc, le 
gene LacZ d'E.coli et sa sequence signal de localisation nucleaire et le gene luciferase 
sont respectivement sous le controle transcriptionnel du LTR/RSV (Rous Sarcoma 
Virus). Le plasmide pXL2774 comporte le gene codant pour la luciferase sous 
20 controle du promoteur du cytomegalovirus (CMV). 

5 - Protocole de transfection in vitro 

Le jour precedent la transfection 2 X 10 5 cellules sont deposees par puits 
(plaques a 6 puits Falcon). 

Chaque puits contient une lignee cellulaire differente. 

25 Ainsi au jour de la transfection les cellules sont a demi confluentes. 
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L'ADN plasm idique (5|ag) et la quantite desiree de lipide bis-guanidinium ont 
ete chacun dilues dans 250^1 de DMEM sans FCS et vortexe. Apres environ 5 min les 
deux solutions ont ete laissees a incuber a temperature ambiante pendant 15min. Le 
melange de transfection est alors ajoute aux cellules (0,5 ml par puits) qui ont ete 
5 lavees avec un milieu sans serum. Apres 4 a 6 heures d' incubation a 37°C, 1 ml de 
milieu avec serum est ajoute dans chaque puits sans que Ton enleve le melange de 
transfection. 24 heures apres la transfection, le milieu est remplace par 1 ml de milieu 
de culture frais. Les cellules sont recueillies 2 jours apres la transfection pour mesurer 
Texpression de la lucif erase. 

10 Des transfections temoins ont ete faites en utilisant des agents de transfections 

commercialises : 

- la lipopolyamine Transfectam ® (JP Behr, Strasbourg, France) a ete utilisee 
en solution alcoolique a un rapport optimum de charges ioniques 
Transfectam ®/DNA 6-8. 

15 - la Lipofectin ® (Life Technologies Inc., Cergy Pontoise, France) qui est une 

formulation de liposomes ayant pour lipide neutre la DOPE et pour lipide cationique le 
DOTMA.(N[l(2,3-dioleyloxy) propyl]-N, N, N- trimethylammonium chloride). 

Les complexes ADN/Liposomes ont ete obtenus dans les conditions standard 
recommandees par le fabricant 

20 - des cellules ont ete transferees par precipitation au phosphate de calcium. 

(Keown, W.A., Campbell, C.R. ; Kucherlapati, R.S. (1990) Methods in Enzymology ; 
Academic Press : New York, 185, 527-537). 

6 - Mesure de la luciferase p our les transfections realisees in vitro 
L'activite luciferase est mesiiree 48 heures apres transfection en utilisant une variante 
25 la procedure de De Wet et al. (De Wet, J.R., Wood, K.V., DeLuca, M., Helinski, D.R. 
& Subramani, S. (1987) Moi Cell Biol. 7, 725-737.) 
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- on retire le milieu de culture 

- les cellules sont lavees avec une solution saline de tampon phosphate froid 

- puis elles sont lysees par incubation dans 250 \il de tampon de lyse (25mM 
triphosphate pH7;8, 8 mM MgCl 2 , ImM dithiotreitol, 15 % de glycerol et 1 % de 

5 triton X-100). 

- on oblient un lysat clair apres elimination des materiaux insolubles par 
centrifugation (15mm a + 4°C) dans une microcentrifugeuse. 

- un Aliquot (20|i!) d'extrait cellulaire est dilue dans 100|al de tampon de lyse 
auquel on ajoute 9^x1 d' ATP 25 mM (sigma) et 20jal de luciferine 25mM (sigma). 

10 - les echantillons sont places dans un luminometre (Lurmet LB9501 Berthold, 

Nashua, NH) et on mesure remission lumineuse pendant 10 secondes. 

L'etalonnage de la courbe RLU/Luciferase a ete fait en utilisant differentes 
dilutions de luciferase de luciole purif iee (sigma) et montre que la partie lineaire de la 
courbe va de 10 4 a 10 7 RLU (relative light units). 

15 La concentration en proteine a ete mesuree par le test BCA (acide 

bicinchoninique) en utilisant la serumalbumine bovine comme ternoin. 

Les donnees pour Tactivite luciferase sont exprimees en RLU/mg de proteine. 

7 - Protocole d' injection in vivo au niveau des voies respiratoires de souris 

Les souris utilisees sont des souris males OF1 (poids 30g) issues de Iffa-Credo 
20 (Lyon, France), Des liposomes cationiques BGTC/DOPE (rapport molaire 3:2) sont 
utilises. Le melange de transfection est obtenu a partir de 10|ag d'ADN plasmidique 
(danslOul eau), 20\i\ de liposomes cationiques dans un milieu Hepes 20mM (pH 7.4), 
a une concentration Hpidique totale de 5mg/ml. Les agregats ADN/lipides ainsi formes 
possedent un rapport charge de Tordre de 6. 
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Apres anesthesie des souris avec du pentobarbital, le melange de transfection 
<30m) est injecte dans les voies respiratoires par instillation intratracheeale via une 
canule inseree dans le lumen trachea.. 48h apres 1'instillation les animaux sont sacrifies 
par overdose de pentobarbital et les poumons et trachees preleves pour analyse. 

5 8- Coloratio n a 1'X- gftl 

Pour doser l'expression de la beta-galactosidase d'E.coli dans les cultures 
primaires, on impregne les cellules pendant 15 minutes a 4»C avec une solution de 
paraformaldehyde a 4% et on les incube ensuite avec de 1'X-gal de substrat beta- 
galactosidase chromogenique (Sigma). La coloration bleue des noyaux des cellules 
transferees est dosee par microscopie par luminescence. 

9-Dosare d e s cellules X-gal H1 , r^,, ^ voieR ^p ^^ ,„ 



10 



15 



vivp 



Pour la detection des cellules X-gal au niveau des voies respiratoires, les 
poumons et trachees sont traites Ih dans du paraformaldehyde a 4%, immerges ensuite 
toute une nuit dans du PBS contenant 30% de sucrose, puis incorpores dans un milieu 
de congelation et congeles a 1 'azote liquide. Des sections de cryostats de 5^ sont 
ensuite colorees pour Tactivite de (3-galactosidase par incubation toute une nuit avec 
du reactif X-gal (Sigma). 

10- Dosage de la luciferase an niveau des voies re sp ir a w~ T ~~f mfp , in 

20 vivo 

Pour doser Tactivite luciferase a Tissue des transfections in vivo, des fragments 
de tissus sont mis en presence de 30^1 de tampon de lyse (25mM Tris-phosphate 
PH7.8, ImM dithiothreitol (DTT), 15% glycerol et 1% Triton X-100). lyses en 
environ lmin avec un homogeniseur (Polylabo, Strasbourg, France) et conserves sur 
25 glace. Apres centrifugation, 20^1 de lysat est utilise pour le dosage. L'activite 
luciferase est exprimee en RLU par mg de proteine. 
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1 1 - Protocole d'immunohistochimie 

Des cryosections d'echantillons de poumons et trachees sont incubees lh avec 
soit des anticorps murins monoclonaux ami- fS-galactosidase d'E coli a 5^ig/ml 
(Genzyme, Cambridge* MA) ou des anticorps de lapin polyclonaux 1:400 dilution 
5 (Prornega). 

La proteine (3-galactosidase d'Escherichia coli est dosee par coloration a 
rimmuno peroxidase en utilisant un anticorps secondaire anti Ig de souris marque a la 
biotine (Boehringer) et un conjugue streptavidin-POD (Boehringer). La proteine 
luciferase est dosee par coloration a Timmunoperoxidase en utilisant un anticorps de 
10 chevre anti-lapin (ICN Biomedicals, Inc) et le systeme peroxidase-antiperoxidase de 
lapin (PAP) (Dako Glostrup, Denmark). Les sections sont examinees par microscopie 
luminescente. Des controles negatif s sont effectuees sans anticorps. 

EXEMPLE 4: 

TRANSFECTIONS IN VITRO A DES RAPPORTS AGENT DE 
15 TRANSFECTION /ADN DIFFERENTS 

Afin d'optimiser l'efficacite de transfection obtenue avec des agregats 
BGTC/ADN» la demanderesse a etudie 1'influence du rapport BGTC/ADN sur le taux 
de transfection dans 3 types differents de cellules de marnrniferes connus pour leur 
relative sensibilite au methodes de transfection classique. Les resultats sont presentes 
20 en figure 3. 

Des experiences de transfection ont done ete realisees avec des fibroblastes 
murins 3T3 des cellules epitheliales humaines HeLa et des neuroblastomes de souris 
NB2A. Au cours de ces experiences une certaine quantite fixe de plasmide pRSV-Luc 
a ete mise en contact avec des quantites variables de BGTCen solution. Pour 
25 determiner la fourchette de rapport a etudier la demanderesse est partie du principe 
qu*un ng d'ADN equivaut a 3 nm de phosphate charge negativement et que seulement 
deux groupes guanidinium sont charges positivement au pH neutre de formation des 
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agregats et de transection. On mesure 1'activite luciferase 48h apres la transfection 
Lexpression de ,a luciferase est maximale pour des agregats comenant de 6 (ceHuies 
HeLa) a 8 (cellules 3T3 . NB2A) groupes guanidinium pour un groupe phospha te de 
I ADN c est a dire des agregats ayant une charge positive importante. 

EXEMPI .F. S 

TRANS 
CELLIJI.AIPUQ 

Le transfert de genes par I'intermediaire de lipides cationiques est une 
technuque de transfection attractive non seulement du fait qu'elle ne necessite pas 
d mtermediaires mais aussi parce qu'elle permet de transferer une tres grande variete 
de cellules de tissus et d'organismes differents. Pour etudier 1'etendue de Pefficacite du 
BGTC comme agent de transfection plusieurs lignees cellulaires d'origines diverts ont 
ete testees. Les resultats sont exposes dans le tableau 1 ci-apres. Le rapport de charges 
a ete choisi entre 6 et 8 pour une efficacite maximale. Afin d'etablir une comparison 
des cellules des memes lignees ont egalement ete transfectees en utilisant une 
hpopolyamine d'une part et d'autre part du phosphate de calcium. Les resultats 
momrent que le BGTC est normalement aussi eff icace que le Transfectam et deux fois 
plus efficace que le phosphate de calcium. 

IabJeau_l : Expression de la luciferase dans differentes lignees cellulaires de 
mammiferes transfectees soit par du BGTC. du phosphate de calcium ou du 

Transfectam ®. 









KLU/mg de proteines cellulaires 


Especes 


Lignees 
cellulaire 


Tissus 


BGTC 


Phosphate 
de Calcium 


Transfectam® 


Humain 


A549 


Carcinome du 
poumon 


4X 10 5 


7X10 J 


3,1 X 10 5 


Singe 


COS-7 


Rein transforme par 
SV40 


2,1 X 10 7 


3,7 X 10 3 


8,4 X 10° 
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Chien 


MDCK-1 


Rein 


3 X 10 6 


4,5 X 10 5 




Rat 


RIN-m5F 


Cellule tumorale 
d'ilot pancreatique 


2 X 10' 


2X 10 5 


3,3 X 10 5 




ROS 


Osteosarcome 


4,0 X 10 6 


4,5 X 10 3 


2,3 X 10° 




PC12 


Pheochromocytome 


3X 10 7 


1.7 X 10 5 


6 X 10 6 


Souris 


AtT-20 


Tumeur pituitaire 


2 X 10 7 


8 X 10 5 


3 X 10 7 



10 



15 



Toutes les transections ont ete faites au moins deux fois (n>2). 
EXEMPLF, 6 

TRANSFECTrONS IN VITRO EN PRRSF.NPE D UN LIPIDF MFrrrpg 

Le compose BGSC etant moins soluble en milieu aqueux que le BGTC la 
5 demanderesse a utilise le premier sous forme de liposomes en presence d'un lipide 
neutre la DOPE (dioleoylphosphatidylethanolamine). Les formulations sent preparees 
dans un rapport molaire 3/2. Une deuxieme preparation contenant cette fois ci du 
BGTC a egalement ete preparee avec de la DOPE dans les memes conditions. 



6.1 - Determination du rapport lipide total / ADN. 

La demanderesse a tout d'abord determine le rapport lipide/ ADN au cours 
d'une experience de transfection sur des cellules HeLa. La courbe obtenue est 
representee figure 4. Les optima de transfection sont obtenus pour des rapports 
liposomes BGSC/ADN compris entre 1.5 et 5 avec un centre a 2.5-3. Les groupes 
guanidinium etant protones a pH neutre. les meilleurs agregats BGSC-DOPE/ADN 
ont une charge positive d'environ 3 (figure 4). 

Les meilleurs rapports BGSC-DOPE/ADN sont done inferieurs a ceux obtenus 
avec des agregats de type BGTC/ADN (entre 6 et 8). La transfection en presence de 
liposomes cationiques est facilitee par la presence de DOPE et les proprietes 
fusogeniques de celle-ci. 
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6.2 - Transection de differentes lignees cellulaires par des liposomes 
cationiques. 

La demanderesse a precede a des experiences de transection dans differentes 
lignees cellulaires en utilisant des formulations de liposomes cationiques BGSC-DOPE 
5 et BGTC-DOPE dans des rapports molaires 3/2. Le rapport de charges guanidinium 
des lipides / phosphates de 1'ADN est d'environ 2.5 (-3) pour ces deux systemes de 
transfert de genes. Une transfection avec la Lipofectin® sert de temoin. Us resultats 
sont exposes dans le tableau 2 ci-dessous. 

Ces resultats montrent que les derives du cholesterol portant des groupes 
10 guanidiniums sous forme de liposomes cationiques sont au moins aussi efficaces pour 
la transfection que la Lipofectin. Ces resultats peuvent bien entendu etre optimises 
pour chaque lignee cellulaire. 

Tableau 2 r Exp res sion de la luc.ferase dans diff e rentes li ^c ~ Vv ^ r - 
eufcaryptiques transferees q u moven d e 



15 B GTC/DOPF, et de Lip nfertjn <fi) 



liposomes BGSC/HOP E. de lip r>sorp~ 





RLU/mg de proteines cellulaires 


Lignees 
Cellulaires 


liposomes BGSC 


liposomes BGTC 


Lipofectin ® 


HeLa 


4,6 X 10 6 


7,7 X 10 6 


3,3 X 10 6 


A 549 


6X 10 5 


2X 10 s 


4X10 6 


COS-7 


ND 


1,4 X 10 7 


9,5 X10 6 


MDCK-1 


1 X 10 6 


7X 10 6 


1,9 X 10 6 


ROS 


ND 


9 X 10 6 


6X 10 6 


NB2 A* 


1.5 X10 7 


1,4 X 10 7 


ND 


NIH 3T3 a 


7X 10 6 


1,5 X10 6 


ND 
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Toutes les transfections ont ete faites au moins trois fois (n>3) 

a : mesure moyenne en RLU de I'activite lucif erase pour 100|ag/500^tg de lysat 
total (n>4). 

EXEMPLE 7 

5 ETUDE DE L'EFFET DE LA PRESENCE DE PROTEINES SERIOUES 

SUR LEFFICACITE DU TRANSFERT DE GENES IN VITRO 

La plupart des compositions de transfection a base de lipides cationiques 
presentent one efficacite diminuee en presence de serum. Cet exemple a pour objet de 
tester la sensibilite des composes de 1'invention a l'effet serum. 

10 7.1 - Formulations des lipides cationiques 

Les lipides decrits dans F invention sont solubilises dans de l'ethanol. 

i) des solutions de « liposomes » sont obtenus en presence de DOPE comme 
suit : la DOPE (AVANTI) en solution dans le chloroforme est ajoutee aux solutions de 
lipide dans l'ethanol, dans un rapport molaire lipide cationique/DOPE de 3/2. Apres 

15 evaporation a sec les mixtures sont reprises dans Feau et chauffees a 50°C pendant 30 
minutes ; 

ii) des solutions de « micelles » sont obtenues en suivant le protocoie decrit 
pour Tobtention de « liposomes » mais la solution de DOPE est remplacee par du 
chloroforme. 

20 Les solutions sont toutes ajustees a 10 mM en lipide cationique. 

7.2 - Acide Nucleique 

L'acide nucleique utilise est le plasmide pXL2774. 

7.3 - Melanges cytofectants (preparation extemporanee) 
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L'ADN est dilue a 20 Mg/ml dans du NaCl 150 mM et les differentes 
formulations de lipide cationique sont diluees dans l'eau a 40. 80,120 et 160 (iM. Les 
solutions d'ADN et de lipide sont melangees volume a volume ce qui donne des ratios 
en nmoles/ng ADN respectivement de 2, 4, 6 et 8 ; la concentration saline est de 75 
5 mM 

7.4. - Transfections 

Les cellules sont cultivees dans les conditions appropriees en microplaques de 
24 puits (2 cm 2 /puits) et sont transfectees alors qu'elles sont en phase exponentielle de 
croissance et a 50-70 % de la confluence. Les cellules sont lavees par 2 fois 500 ^1 de 
milieu depourvu de proteines seriques et remises en croissance soit en milieu sans 
serum [transfection en absence de serum], soit en milieu complet [transfection en 
presence de serum] et 50 p.1 de melange cytofectant [0,5 fig ADN/puits] sont ajoutes 
aux cellules [3 puits/condition lipide-DNA]. 



10 



15 



20 



25 



Quand les cellules sont transfectees en « absence de serum » le milieu de 
croissance est supplement* par la quantite appropriee de serum 2 heures apres la 
transfection. 

L'efficacite de transfection est evaluee par une mesure de I'expression de la 
luciferase selon les recommandations donnees pour 1 'utilisation du kit Promega 
[Luciferase Assay System]. La toxicite des melanges cytofectants est estimee par une 
mesure des concentrations proteiques dans les lysats cellulaires. 

7.5 - Resultats (Figure 5) 

Les resultats obtenus avec quatre types cellulaires [NIH3T3 - 293 - HepG2 - 
HeLa] montrent que, dans les conditions testees, les formulations sous forme de 
« liposomes » sont plus efficaces que celles sous forme de « miceUes ». Par ailleurs, 
contrairement a ce qui est observe avec la plupart des preparations cytofectantes 
contenant des lipides cationiques, aucun effet inhibiteur significatif lie a la presence de 
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serum pour le BGTC sous forme de « liposomes » ou de « micelles » n'a pu etre mis 
en evidence dans nos conditions de transfection. 

EXEMPLE 8 

EXPRESSION IN VIVO DE TRANSGENE DANS LES VOIES 
5 RESPIRATOIRES DE SOUR1S AVEC PES LIPOSOMES BGTC/DOPE. 

Pour ce faire, nous avons utilise les liposomes cationiques BGTC/DOPE. 
L'obtention des agregats AD N/liposomes et le protocole d f administration sont 
effectues comme decrits en materiel et methode. 

Les cellules X-gal sont detectees dans P epithelium des voies respiratoires des 
10 souris traitees 48h apres transfection au niveau des cellules du plasmide LacZ a l'aide 
des liposomes BGTC/DOPE. Les resultats sont presentes en figure 6. 

La plupart des cellules transfectees sont localisees dans la trachee et seules 
quelques cellules X-gal sont observees dans les voies respiratoires secondaires. Ce 
type de distribution a deja ete reporte dans d'autres transfections cellulaires. 

15 Nous avons en outre effectue une imunohistochimie pour identifier le produit 

du gene reporter. Majoritairement, ce sont les cellules matures qui sont transfectees au 
niveau de la surface de K epithelium (figure 6A). Ces donnees montrent que les 
liposomes cationiques sont capables d'induire la transfection de genes dans des cellules 
non proliferatives et totalement differenciees de Tepithelium des voies respiratoires. 

20 L'expression du transgene est egalement detectee dans les glandes sous-mucosales 
(figure 6B). La detection par marquage immunologique des cellules transfectees, en 
utilisant un anticorps monoclonal dirige contre la (3-galactosidase d'E coli, confirme 
cette expression dans les glandes sous-mucosales et Tepithelium de surface (figure 
6C). L'expression transgenique est egalement mise en evidence dans les glandes sous- 

25 mucosales par coloration a rimrnunoperoxidase avec un anticorps dirige contre la 
proteine luciferase apres transfection de p RSV-Luc avec BGTC/DOP (figure 6D). 

Des controles negatifs sont effectues sans anticorps (figure 6E). 
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Ces resultats sont d'un interet tout particulier pour la therapie genique dirigee 
centre la muscovidose. En effet, pour trailer cette pathologie. il est necessaire de cibler 
les glandes sous-mucosales qui sont le site principal de I'expression de la CFTR dans 
. les bronches humaines. 

EXEMPI.R Q 

DQgAGE Q\ f A NTITATIF PR I 'EFFICACITE DE TR A NSFECTf ON 
DE BGTC/DQPE IN VIVO 

Pour ce faire, les poumons et la trachee de souris, traitees avec du liposome 
BGTC/DOPE et du plasmide pRSV-Luc dans les conditions decrites en exemple 8, 
sont prelevees 48h apres la transfection et l'activite luciferase dosee selon le protocole 
decrit dans materiel et methode. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 3 ci-apres. 

Tableau 3 



VECTEURS 


ACTIVITE LUCIFERASE 
(RLU/mg proteine) 


BGTC/DOPE I .ipr«snrri<»« • 






2.8 x 10 5 


pRSV-Luc 


(moyenne : 3 x 10 4 - 8 x 10 5 ) 


pRSV-Lac Z 


0 


ADN nu 




pRSV-Luc 


0 



L'activite luciferase est detectee de maniere systematique dans les homogenats 
de trachee mais pas dans ceux des poumons. Cette observation est en accord avec les 
resultats precedents obtenus lors de l'examen de la distribution des cellules positives a 
l'Xgal. On note que I'expression luciferase est directement liee au plasmide 
d'expression puisque qu'aucune activite n'a pu etre detectee dans le temoin contenant 
un plasmide LacZ. A titre temoin, U a ete egalement ete realise une transfection du 
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plasmtde sans vecteur. On n'observe dans cet essai temoin aucune expression de 
luciferase. 

Ces donnees demontrent l'efficacite des liposomes BGTC/DOPE pour la 
transfection genique in vivo des voies respiratoires. 

5 EXEMPLE 10 

TRANSFERT DE GENE IN VIVO PAR INJECTION 
INTRAVEINEUSE OU INTRAPERITONEALE 

Les formulations des lipides cationiques et l'ADN sont decrits dans 1'exemple 

7. 

10 10. 1 - Effet Dose des lipides cationiques (figures 7-8) 

Les souris BalbC agees de 5 semaines sont injectees par voie intraveineuse 
(veine queue) ou intraperitoneale par 200 \xl de melange transfectant en solution dans 
du NaCl,37,5 mM, glucose 5% et Texpression de la luciferase est recherchee a 24 
heures post-transfection dans le poumon apres injection intraveineuse , et dans le foie 
15 et la rate apres injection intraperitoneale. Les organes sont preleves a froid dans du 
tampon de lyse [Prornega El 53 A] additionne d'inhibiteurs de protease [Boehringer 
1697498] et homogeneises avec un broyeur Heidolph DIAX600. L'activite luciferase 
est recherchee dans le suniageant 14000g des extraits tissulaires. 

Injection intraveineuse 

20 Chaque souris re^oit 50 \ig d*ADN complexe par differentes concentrations de 

BGTC sous forme de « liposomes ». Le rapport optimum en nanomoles lipide 
cationique^g ADN observe est de 9 (figure 7); aucune toxicite n'apu etre mise en 
evidence pour des doses allant jusqu'a 900 nanomoles de BGTC injectees. 

I njection intraperitoneale : 
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Le BGTC sous forme de « liposomes » a ete injecte avec 100 \ig d'ADN par 
souris. Aussi bien dans le foie (figure 8B) que dans la rate (figure 8A), le maximum 
d'expression est obtenu pour 1,5 nanomoles BGTC/|ug d'ADN. 

10.2 - Cinetique d* expression apres injection intra veineuse 

Nous avons recherche la biodistribution de I'expression de la luciferase dans 7 
organes en fonction du temps suivant rejection de 200 ^il de melange 
« liposomes »BGTC/ADN dans du NaCl 37,5 mM, glucose 5% [ 50 ^ig ADN et 9 
nanomoles BGTC/^g ADN] dans la veine de la queue de souris BalbC agees de 5 
semaines. Les resultats sont exprimes en picogramme de luciferase extraite par organe 
suivant une courbe de calibration avec de la luciferase commercialisee sous forme 
cristallisee. La limite de detection se situe entre 0,5 et 1 picogramme de luciferase. 

Nous mettons en evidence que, dans les conditions testees, le maximum 
d' expression est obtenu a 23 heures post-transfection pour 6 des 7 organes etudies, a 
savoir le diaphragme, le gastrocnemien, le coeur, le poumon, le rein et la rate. 
15 L'expression au niveau du foie semble plus precoce. Le maximum d' expression est 
obtenu au niveau pulmonaire avec un taux de 0,5 nanogramme a 23 heures post- 
transfection. 



5 



10 
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REVINDICATIONS 



1. Compose de formule generale I et ses sels 



O 



II 



R2 



A 



Rl 



/ 
R3 



10 



dans laquelle: 

- Rl represente un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino - 
NR'R" avec R 1 et R M representant independamment l'un de l'autre un radical 
aliphatique, sature ou non, lineaire ou rarnifie en C\2 a C22> 

R2 et R3 representent independamment l'un de l'autre un atome d'hydrogene ou 
un groupement de formule generale II avec au moins l'un d'entre eux different d'un 
atome d'hydrogene, 



dans laquelle: 

- n et m representent independamment Tun de l'autre et de maniere distincte 
entre les groupements R2 et R3 un entier compris entre 0 et 4 

- R4 et R5 representent independamment l'un de l'autre un atome d'hydrogene 
ou un groupement de formule III 




II 



— (CH2)p <X)r -(Ofcjj-C^ 



NH2 



NH2 



X 
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III 

dans laquelle 

P et q representent independamment Tun de 1'autre un entier compris entre 0 et 
4 et r est egal aOoul, avec pour r egal a 1 

5 X representant un groupement NH et x etant alors egal a 1 ou 

X representant un atome d'azote et x etant alors egal a 2. 

avec p. q et r pouvant varier independamment entre les groupements R4 et R5. 

2. Compose selon la revendication 1 caracterise en ce que R2 et R3 y 
representent independamment Tun de Tautre un atome d'hydrogene ou un groupement 
10 de fonmule generate IV 



-[(CH 2 ) n -Ni- ( CH )-T 

R4 m 2 p ^ NH2 

IV 

dans laquelle 

n, m et p sont definis comme precedemment et R4 represente un atome 
d'hydrogene ou un groupement de formule V 



^NH 2 

— ( CH 2 ) — (NH*~ C 
15 1 r ^ NH2 



avec q et r definis comme precedemment, 
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et avec m, n, p q et r pouvant varier de rnaniere independante entre les 
differents groupements R2 et R3. 

3. Compose selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu'il s'agit 
preferentiellement d'un compose represente par Tune des sous formules generales 

5 suivantes: 

(H 2 N) 2 + C- NH - (CH 2 ) 2 -NH -COO- Rl VI 
[(H 2 N) 2 + C- NH - (CH 2 ) 3 ] [(H 2 N) 2 + C- NH - <CH 2 ) 4 ] -N-COO - Rl VII 
[(H 2 N) 2 + C- NH - (CH 2 ) 2 ] 2 - N-( CH 2 ) 2 -NH -COO- Rl VIII 
[(H 2 N) 2 + C - (CH 2 ) 2 ] 2 N - COO - Rl ou IX 
10 [ [<H 2 N) 2 * C- (CH 2 ) 2 ] 2 - N-( CH 2 ) 2 ] 2 N - COO - Rl X 

dans lesquelles Rlest defini selon ta revendication 1. 

4. Compose selon Tune des revendications precedentes caracterise en qu'il est 
choisiparmi 

[ [(H 2 N) 2 + C - (CH 2 ) 2 ] 2 - N-( CH 2 ) 2 ] 2 N - COO - Rl 
15 [<H 2 N) 2 + C- NH - (CH 2 ) 3 3 [(H 2 N) 2 + C- NH - (CH 2 ) 4 ] -N-COO - Rl et 

[(H 2 N) 2 * C * (CH 2 ) 2 ] 2 N - COO - Rl 
dans lesquels Rl represente un groupement cholesteryle. 

5. Compose selon l'une des revendications precedentes caracterise en ce qu*il 
s'agit du Bis Guanidino Spermidine Cholesterol (BGSC). 

20 6. Compose selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce qu'il 

s'agit du Bis Guanidino Tren Cholesterol (BGTC). 



BNSDOCID:<WO 9731935A1> 



WO 97/31935 



PCT/FR97/00364 



36 

7. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend au motns 
un compose selon Tune des revendications precedentes. 

8. Composition pharmaceutique selon la revendication 7 caracterisee en ce que 
le compose est le Bis Guanidino Spermidine Cholesterol (BGSC). 

5 9. Composition pharmaceutique selon la revendication 7 caracterisee en ce que 

le compose est le Bis Guanidino Tren Cholesterol (BGTC). 

10. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 7 a 9 
caracterisee en ce qu'elle contient en outre un acide nucleique. 

11. Composition selon la revendication 10 caracterisee en ce que Tacide 
10 nucleique est un acide desoxyribonucleique. 

12. Composition selon la revendication 10 caracterisee en ce que Tacide 
nucleique est un acide ribonucleique. 

13. Composition selon Tune des revendications 10 a 12 caracterisee en ce que 
Tacide nucleique comporte un gene therapeutique. 

15 14. Composition pharmaceutique comprenant un compose selon la 

revendication l t un lipide neutre et un acide nucleique. 

15. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 caracterisee en ce 
que le compose est choisi parmi le BGTC et le BGSC. 

16 Composition pharmaceutique selon la revendication 14 caracterise en ce 
20 que le lipide neutre est la DOPE. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 caracterisee en ce 
que Tacide nucleique est un acide desoxyribonucleique. 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 caracterisee en ce 
que Tacide nucleique est un acide ribonucleique. 
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19. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 17 ou 18 
caracterisee en ce que Tacide nucleique comporte un gene therapeutique. 

20. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des revendications 7 a 
19 caracterisee en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable 

5 pour une formulation injectable. 

21. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des revendications 7 a 
19 caracterisee en ce qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable 
pour une application sur la peau et/ou les muqueuses. 

22. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications de 1 a 6 pour la 
10 transfection in vitro, ex vivo et/ou in vivo de cellules. 

23. Methode de transfer! d'acide nucleique dans les cellules comprenant la mise en 
contact dudit acide nucleique avec un compose selon la revendication 1 , et 1'incubation 
du melange resultant avec lesdites cellules. 
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Figure 5D 
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Figure 6 
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Figure 7 
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